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本論文の 要旨は, 第83回 日本小 児科学会総会 (1979, 津) に て 発 表 した
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Bartlettら1)は,ha m sterの clinda mycinに よる腸炎
が Clo stridiu m difficile の 毒素 に よ り 引き起 こ さ れ る
と報告 してか ら, 抗生剤に よ る偽膜性腸炎や, 重 症下
痢症の 一 因子 と して, C.difficile の 産出す る毒素が関
与 してい る と言わ れ る よう に な っ た2~8). こ の 毒素 は易
熱性9)で, 培養さ れた HeLa3･1 0)や F L細胞6 朋 ･1 1)に 対 し
細胞変性 を引き起 こ し, ウサ ギ皮膚 で の 血管透過性 を
高め9･ 州 , De の テ ス ト12)に て小 腸内に 液体貯留を引きお
こす こ とが 知られ る よ う に な っ た1引 .
一 方母乳哺育児 に 消化管感染症 が少 な い こ と は古く
か ら知ら れた 事実 で あ り14-1 7), そ こ に は諸種の 感染防
禦因子 が 関与 し て い る と 報 告 さ れ て い る1 8~2 0)
Cu n ningha m2 1)の 調査で も人 工 栄養児は母乳栄養児に
比 し, 全愕患率 で 約2.9倍, 入院 を要 した頻度 で 約8.5
倍と高 い値 を示 した. こ れ ら よ り, 母乳の 優秀性が免
疫学的 に , 感染防禦的 に 大幅に 解明 され て き た の で あ
るが, な か で も最近特に 母乳中の 分泌型IgA(以下S-
IgA と略す)の 役割に 興 味が 持た れ, 諸家の 実験 よ り,
その S-IgA が Es che richia c oli, Vibrio chole r a e等
の 細菌毒素 に 中和能 を保持 す る こ と が わ か っ て き
た22
~ 24)
. そ こ で 本研究は, 偽膜性腸炎患者 に 高率に 検
出さ れ る C. difficile の 産生 to xin も母 乳で中和 され る
か 否か を検索 し, IgA に 関 し ても 若干の 考察 を した.
対象お よ び方 法
1
. 対象
母乳 は分娩3 日 以内の 抗生剤投与 を受 け てい ない 健
康 な母親か ら の 初乳 を使用 し た. 検体は す べ て採取後
2時間以内 に処 理 し た. す な わ ち, 室温で 500Ⅹ g, 10
分間遠心 し, 沈 澱 し た細胞成分, 中間の 透明 な液 (以
後初乳分画と称 する), 浮上 した 脂肪層の 3層に 分離し,





偽膜性腸炎 の 患者 よ り 分 離 さ れ た Clo stridiu m
difficile(A T C C 17859) を金沢 大学医学部微生物学教
室よ り 分与 をう け, 嫌気性下 (80% N2 , 10% C O2 ,
10% H2), br ain he a rtinfu sio nbr oth (B B L M ic ro-
biolog ySyste m, Co ckeys ville, M d)に て 48時間培
養 した . 培養液 を4
0
C, 12,000x g, 10分 間遠心 し,
その 上 清 を径 0.45JLm の m e mbra n efilte r( M illipor e
Co rp, , Bedfo rd, Ma ss.) に 通 して 菌体成分 を除き 毒素
液 と し, 4
0
Cに て保存 した.
3. 培 養組織細胞 で の 毒素活 性の 検定定
YIAadrenal, F L, HeLa 細胞は 各々 H A M-F12培
地 (日水) に 牛血 清 (GI B C O) を 12.5% , 牛胎児血清
(GI B C O) を2.5%, ka n a mycin(100FLg/ml), O ･O8%
に 重曹 を添加 して継代培養 した. こ れ ら の 細胞を各々
組織培養用 プ レ ー ト (Falc o nPla stic s) に S ubc ulture
し 5% の 炭酸 ガ ス恒温 器 に て 18～ 2 4時間培養, 単 一 層
に な っ た と こ ろ で検 定試験 (以後 a ss ay と 称する) に
供 した . 毒素液は pH 7.2, 0.15M olの 燐酸緩衝生理食
塩水 (以下P B S と略す) に て 倍 々 希釈 し, Sa ck ら2 5一
の 行 っ た 方法 を 一 部修正 して 毒素液の 効果を み た. つ
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ま り各々12jLlの 毒素希釈液を mic r oplate 上 で均 ～ 層
に なっ た 各々 の 組織培養細胞 に 接種 し, 5分衡 培養
細胞を PBS で洗浄, 同 じ H A M- F12培地で 5% C O2
下, 18～ 24時間培養 を続け, 倒立顕微鏡で そ の 形態変
化を筍察し た.
4. 初乳中IgA 濃 度測定と 抗 ヒ ト初乳IgA 血清
初乳分画中の IgA 濃度は single radial im m u n o･
diffu sion法 (Tr卜 Pa rtigen-IgA, Ho e chst) で , 2
度の測定の 平 均値 を と っ て 決定し た. 抗 ヒ ト初乳IgA
家兎血清は,以 前当教室の加藤2 6)が作製 したもの を使用
した.
5
. 中和 活性 の 測 定
初乳分画の C. difficileto xin に 対す る 中和活性は,
Yl-adre n al c ella s say に て測定 した. つ ま り, 各々
25ノJl の初乳分画は ,50%の 細胞変性 を引き お こす最大
希釈濃度50% tis su e c ultu r einfe ctiv e do s e(以 下
T CI D5｡と略す) の 3倍の 強度を持つ C. difficileto xin
12/Jlと 37
8
C下,60分間 pr ein c ubatio n したあと均 一 層
にな っ て い る Y トadre n alcellに 5分間接触させ た
.
この a ss ay は く り返 し2度施行 し, 50% 細胞変性を阻
止 し得た 時, そ の 初乳検体 を中和活性陽性 と し(十)で
表現した. 一 方変性阻止 が出来な か っ た検体は , 中和
活性陰性と し ト)で表現し た. 中和活性陽性検体 は,
抗ヒ ト初乳IgA 家兎血清と 37
0
C,60分間前処理 して同
様の a ss ay を行 い, 中和 活性の 消失が あ るか 否 か に つ
い て検索した. コ ン トロ ー ル と して は P B Sを使用 した.
成 績
1. C. difficile toxin の 培養細胞 反応 試験
Yl-adre n al c ell は C. difficile to xin に 接触す る
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と, 培養細胞の 形 態学的変化 が生じた . 毒素液との 反
応は 4 ～ 6時間後よ り 出現 し, 18～ 24時間後に は最大
とな っ た . 又 E. c olie nte roto xin に 接触 した 時の反応
に 類似 し,48時間観察し て も不 可 逆性の もの で あっ た .
C. difficile to xin が F Lや HeLa 細胞に 対 し変性 を引
き起 こ す こ と が知 られ て い るので ,Y 卜adr en alcel と
F L や HeLa 細 胞 と 比較 検討 し た. そ の 結 果, C.
diffic leto xin に 対す る細胞反応, 形態変化, 変性効果
を引き起 こ す ま で の 時間と も に , 3者の培養細胞間に
は有意な変化は なか っ た(Tablel). 又, 560C, 30分
間加熱後の to xin は, これ ら3者の細胞 に対する変性効
果 を失 っ た .
2
･ 初乳 の C･ difficile to xiItに対 す る 中和活性
Y トadre n alc ellas s ay に て の 中和活性試験 で, 158
検体中37例(23･4%)が 中和活性を保持して い た. 初
乳中の IgA 濃度は, 中和活性陽性検体で は, 26～ 1725
m g/dl に亘 り, 平均 270±65･6(sta nda rd erro r), 陰
性検体で は 10～ 2010m g/dl, 平均266･5 ±32･5 m g/dl
を示 し, 統計学的に 陽性群 と陰性群の間に 有意な差 は
見られ な か っ た (Figl). 又 , 陽性検体各々 に つ き 2
倍希釈系列 を作製 し同様 に a s say して み た . 抑胞 の
50% 変性を阻止 す る初乳の 最大希釈倍数を中和活性1
u nit とする と, 1 u nitの 中和活性 を を示 す初乳中の
IgA 濃度 は2･3～ 862･5 m g/dl と分散 して お り,IgA 漉
度と中和括性 の 強度 に は相関性が なか っ た(Table2).
さ らに 抗 ヒ ト初乳IgA 家兎血清と中和活性陽性初乳分
画を, 3 r C, 60分間 prein c ubatio n後, 同様の ass ay
を行 っ た と こ ろ, 全例 に お い て中和特性は消失 した
(Table 3).
Tablel･ Effe ctof C. d#cileto xin o nYl-adre n al, HeLa, and F Lc el1 1in e s.
M orphologic alcha ngeb
Cell lin ea In to xin c o n c n
2(】 21 22 24 26 28 29 21 0 21 1 In PB S
T CID50亡
Y トadr en al 十 + + 十 十
HeLa + 十 十 十 +







aCelIs w ere subc ultured onto 96-W e11 micr oplates･ Mo n olaye rs were obtained by s e eding lO4 c elIs
per w ellin gro wth m ediu mfo r24 h of in cubatio n at37
0
C in a hu midified en v享r on m e nt of 5% C O2in
air･ T hen, e a Ch 12JLIs a mpIe w a s ap plied into the s e m o n olayerc e11sin the m lCr Oplate.
bTitratio n w a s c a rried by s e rialtw ofold diluto n sin P B S･ + , >50% cytopathic effe ct; - , く50%
CytOpathic effe ct.
CCells w e re obs er v ed fo r m o rphologic al cha nges in v erted micr o sc ope
afte r1 8to 24h of ap plic atio n oftheto xinfo r5 min･ T he titer w a s r e clpr O C al a nd is expre ss ed a s
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Fig. 1. IgA c on c entr atio n and n e utralizing a cti･
Vity again st C dWicileto xin in c olo str u m.
T he s a mples which redu ced the cytopathic
effe ct ofto xin o nY トadr en al cells toles stha n
50% w9r e COn Side red to ha ve neutralizing a cti-
Vity again st the to xin . (+)r epr es e nts n eutr ali･
Zing a ctivity･pO Sitiv e s am ples, While ト)repre一
S e ntS n e utr alizing a ctivity-n egativ e s a mples･ 9
indic atesthe ge om etric m e an v alu e andits st-
a nda rd e rr o r. T he diffe r e n c e of IgA c o n c e nt-
r atio ns betw e e ntw ogro ups w as statistic ally
n ot signific a nt, a S eV alu ated by Student t test
(p> 0.5).
考 察
1977年 La r so nら2 7)は, 偽膜性腸炎の疾患患者 の便
中に, 培養組織細胞に 対 し cytopathic effe ct を示 す
toxin が存在 す ると報告した. 翌 年に なっ て , こ の to xin
は C
. diffic le の産出す る も の と判明 し, 本患者の 原因





毒素産生株 と非産生株 が あ り, 成人 よ りも乳児の糞便
か ら高率に 分離され る28･2 9). また新生児に も毒素産生性
の C. difficile が 存在 するの で壊死性腸炎の原因と して
も検討され てい る30- 35)
母乳哺育児が人工栄養児 に 比 して極度 に腸管系の感
染症が少な い の は周知の事実である2 1･ 38). 母乳, 特 に初
乳中に は数多く の細菌や ウイ ル ス に 対する感染防禦因
子 が含 まれ てお り1 8
- 2 0)
, 新生児 は自ら の能動免疫 と初
乳に よ る受動免疫 に より感染か ら自己 を守 っ て い る .
Table 2･ Co n c entratio n ofIgA insa mpleshaving
n e utr alizing a ctivity again st C
to xin .













































































































































































































aRe cipr oc alofthehighe st tw ofold dilutio n of
the c olo str alspe cirn e n abolish ing the cytopathic
effe ct of C. d#cileto xin .
bCo n c entr atio n of IgA in c olo str u mperNe u-
tralizlng a Ctivity u nit.
母乳 に 含 まれ る抗細菌因 子 と し て は, 分泌 型IgA,
La ctofe rrin , La ctope ro xida se, 補 体, 細 胞 成 分,
Lyso zym e 等が あ る. 特に IgA は多量に 存在し, その
約 80%が 分泌型IgA, 残 りの 20%が 血清型IgA であ
る. こ れ ら は分娩後数日間で急速 に 低下し, 以後は 一
定の 値 をつ づ け る3 7). しか し母乳の 分泌量 が高まるため
に , 乳児が 一 日 に摂取 す るIgA の総量 と して は, ほぼ
ヒ ト初乳中の C. difficile to xin に 対す る 中和活性 〔1〕
Table 3･ Inhibitio n ofn e utr alizing a ctivityin c olo str u m again st C. diGkileto xin .
699
Prein c ubatio n with 笥詣
u m Anti-1齢tibody Ra笥謡
ru m
蒜
Colo str u m(25JJ()
Anti-IgA a ntibody(25〟b 十
Rabbits er u m(25FLb











T he mixture of m utu alc o mbin atio n s a m o ng a n equ alv olum e(25JLD of ev ery po sitiv e c ol str u m,
a nti･IgA a ntibody, n Or m alrabbit se ru m a nd P B Sw a sp
■
reinc ubated for60 min , at37
d
C. T he n,the se
mixtu re sfurtherin c ubated with 1 2FElof C di5iciletoxin(3× T CI D50)fo r60 min. at37
0
C w er ein o c u-
1ated to Y l-adr e n alc e11sin minic ultur e.
Ro u nding re spo n s e of Yl-adr en alc ells w asdetermined 1 8to 24 hr. afte rin o culatio n; + = >50%
r o u nded c ells, q = <50% r o unded c ells.
一 定 であ る. そ して 分泌型 IgA の腸管 に お け る局所免
疫機序に つ い て は, W alkerら3 8)が a ntis epticpaint と
表現 してい る よう に , 腸管粘膜表面 を被い , 細菌が上
皮細胞 へ 定着する の を妨げて い る. こ の研究で は, 抗
生剤によ り 引き起 こ さ れた 偽膜性腸炎の 患者よ り分離
した C. difficile を培養 し, その 上清液 を C. difficile
to xin の 一 つ の モ デ ル と して使用 した . この to xin は易
熱性で F L や HeLa 細胞の ような 培養細胞 に 対 し, 形
態学的変化 を引き お こ す. Tablel で示 した よ うに Yl
-
adr en alc ell もこ の to xin と接触す ると F L や HeLa
細胞と同様の形態学的変化を引き お こ し, そ の反 応時
間や強度 に関 して, 3者の 細胞間に は ほと ん ど差異が
なか っ た . そ こで 初乳の C. difficileto xin に 対す る中
和清性の 検定は, C.difficileto xin が 引き起 こ す Y ト
adrenal c ellの 形態学的変化を, 初乳分画が阻止 し得
る か どう か で 判定 した. 本研究 に お い て は, 23.4%に
母乳中の中和活性を見い 出 したが , こ の こ と は日本人
産婦の 約1/4 は, 分娩以前に C. diffic leto xin 又 は,
それ と共通 抗原性の あ る蛋白に 強度の 差 こ そあれ感作
され てい る と推定で き る. 中村ら3g)は, 健康産婦の初乳
よ りIgA を 抽出 し, そ の IgA に て 毒 素原性大腸菌
(HlO407) の 毒素 を中和 で き る と Yl- adre n al c ell
ass ay に て 見い 出し,Stoliよr ら22)も 同様の 結果 を得た .
そ こで著者 は, 初乳 の C. difficileto xin に 対 す る中和
活性の 中心がIgA に 依存すると推定 し, 抗 ヒ ト初乳IgA
血清で初乳分画 を前処置し同様 に 検索す る と, そ の 保
有して い た 中和 悟性 は完全 に 失活 した. 158例 中の 初乳
中IgA 濃度は , 最低 10■し 最高2010m g/dl と分散 して
おり, 1 u血t の 中和 活性 を示 す 濃度 は, 2.3 ～ 862.5
mg/dl と か なりの ば らつ き を示 した. これ らの 結果よ
り, IgA 濃度 と中和活性の 強度間に は, 有意な相関性
がなか っ た
.
さ て新生児 の壊死性腸炎の終末段階に Clo stridia が
関与 して い る との 報告が ある8 = 5). 虚 血 ガス , e nter O-
toxin に よ る c o agulatio n, n e Cr O Sis, 動物実験 に よ る
事実, これ らす べ て が壊死 性腸炎に 対す る Clo stridia の
関与 を示唆す るも の である . それ 故, 母乳栄養児の壊
死性腸炎が, 軽症で すむ 一 つ の要因と して, 初乳 中の
C. difficile to xin に 対す る 中和活性 の存在が , 大 い に
役立 っ て い る と思わ れる
.
結 論
ヒ ト健康産婦の分娩後 3 日以内の初乳を使用 して ,
Y トadr en al cell a ss ay に て Clo stridiu m difficile
to xiIlに 対す る中和抗体活性を検索し, 次の結果を得た.
1. 初乳検体 158例中37例(23.4% )に , 中和活性
を認め た. こ の こ と より 日本人産婦の約 4 人に 1 人 は,
分娩以前 に C. difficileto xin 又 は, そ れと 共通抗原性
の ある蛋白に 感作さ れ て い る と推定で きた.
2･ Y 卜adr e n alce11は, F Lや HeLa 細胞と同様に
C. difficile to xin に 対 し cytopathic effe ct を引き お
こ し, そ の反 応時間や形態学的変化, 及び反応強度に
差が な か っ た の で , C. difficile to xin の検 出に は 十分
使用 で き る と考 えら れ る
.
3. 中和活性陽性検体は , その 中和活性 を抗 ヒ ト初
乳IgA 家兎血清 に て す べ て失宿 され た. これ は, 初乳
中の 中和悟性の 大部分は, IgA に よ っ て い る こ と を示
唆 した .
4 ･ 中和滴性陽性検体の IgA 濃度 は26～ 1725m g/
dlに 亘 り, 平 均 270.1 ±65.6 S.E. ,陰 性 検体 で は,
10～ 2010m g/dl, 平均266.5 ±32.5 m g/dl を示 し た.
又 , 1 u nit の中和活性 を示 すIgA 濃度 は 2.3～ 862.5
m g/dl とかな り の ばら つ き を示 した. こ れ らよ り, 中
和活性 の 強度とIgA 濃度 に は有意 な差がない ことが わ
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か っ た .
こ の成績 は C.difficileto xin が 関与 す る下痢症に 対
し, 初乳の 多大 な貢献 を意味 し, 母乳哺育児の胃腸管
系の疾患が , 人 工 栄養児よ り 少な い 一 つ の 要素 に な っ
て い る と思え た.
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Neutrab ing Acti vity against Clostridiu m Diffic並e Toxin in Hu m anColostru m(Ⅰ)Ne utrali.
別 喝 Antibody h Colos血 m Naoki Wada, Departm e nt of Pediatrics, Scho ol oflMedicine,
Kan aza w aUniv ersity, Kan a za w a,920- J. Ju zenMed. So c. ,90, 69 6- 7 02(1 981)
Key word$:Colostru m, Yl-adr enalcell, C (相和iletoxin
A bstr act
Hu m an colostralspe cim ens we re ob tain ed fro m 1 5 8 Japa n e s epostpartu m W O m e nWit hin the
first 3 days of de伽 ery･ A llsa mples ofc olostru m W e r edefatted by c e ntrifugatio n to u s einthe
neutra鱒ing assay for Cl d櫛?iZe toxin･ T he n e utral iz ng activity ofc olostru m against C
toxin wa s evaluated with Yl- adren alcellsin minic ulture .
T he r es ult$10b tained w ere asfo1low s;
1･ T he Y l-adr enal c el1 1in e w a s a sse n sitiv e to C dW cile to xin as F Lo r HeLa c el 血e
,
exhibiting sim 血 r m orphologicalchange a nd tim e c ourse ofcytopathic effect.
2･ T le CytOPat hic effe ct ofC d仰 Cile toxin o n Y l-adr e n al c ells w assignific a ntly atten u ated
W he n t he toxin w a spreh cubated wit hcolo$trum;3 7(2 3.4%) of 1 5 8c olo str al sa mples w er e
test-POSitive.
3
･ The n6utraliz ng a ctivity ofcolo str als a mple s w a slost w he nthe sa mples w e r eprein c ubated
Wit hantiThu man colostral IgA .
4. T he co nc e ntratio n ofIgA in t he 3 7 test-PO Sitiv e c olo str alsarnpl阜S ra nged.fr om 2 5 to 1 72 5
mg/dl(aver age; 2 7 0 ±6 5.6 s a nda rd erroわ, W h ne fro m l O to 2 0 10mg/dl(a v e r age; 26 6.5±3 2.5
m g/dl)in the rem ainねg test-n egative s a mples. T heIgA con c e ntratio nin o n e u nitofne utr alizing
a ctivity r anged fr o m2･3 to､
8年2･5 叩g/dl･ The s e r esults suggest that t he c o n c e ntratio n of IgA in
the colostrum is n ot pa r allel to the n e utral iz ng activity of t he c olo stru m again st C d郷 cile
toxin
.
